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(57) Abstract 

The invention relates to microparticles, particularly microcapsules and their fabrication method. Said microparticles, and 
particularly said microcapsules, are characterized in that they have a wall made of the product obtained from the reaction be- 
tween a polysaccharide carrying esterified carboxylic groups and a polyaminated or polyhydroxylated substance, particularly 
through a transacylation reaction. Said microparticles or said microcapsules are useful for the fabrication of cosmetic, pharma- 
ceutical or food product compositions. 



(57) Abrege 

L'invention concerne des microparticules, en particulier des microcapsules et leur procede de fabrication. Ces microparti- 
cules, en particulier ces microcapsules, sont caracterisees en ce qu'elles presentent une paroi constitute du produit de reaction en- 
tre un polysaccharide porteur de groupements carboxyliques esterifies et une substance polyaminee ou une substance polyhy- 
droxylee, notamment par l'intermediaire d'une reaction de transacylation. Ces microparticules ou ces microcapsules sont utiles 
pour la fabrication de compositions cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire. 
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Utilisation d'une reaction de transacvlation entre un polysaccharide esterifie ct une 
substance polvamin6e ou polvhvdroxvlee pour la fabrication de microparticules. 
microparticules ainsi realises, procedes et compositions en contenant. 

5 La presente invention concerne essentiellement l'utilisation d ! une reac- 

tion de transacylation entre un polysaccharide esterifie et une substance polyami- 
nee ou polyhydroxylee pour la fabrication de microparticules, les microparticules, 
leurs proeddes de fabrication ainsi que des compositions en comportant 
application. 

10 Plus precisement, la presente invention concerne essentiellement l'uti- 

lisation d'une reaction de transacylation entre d'une part un polysaccharide porteur 
de groupements carboxyliques esterifies, et d ! autre part soit une substance ]>oly- 
aminee, en particulier une proteine, soit une substance polyhydroxylee, en parti- 
culier un polysaccharide, pour la fabrication de microparticules, en particulier de 

15 microcapsules, les microparticules ainsi realisees, les procedes de fabrication de 
telles microparticules, en particulier des microcapsules, et les compositions en 
contenant, telles que compositions cosmetiques, pharmaceutiques, alimentaires, 
enzymatiques, de reactifs ou de diagnostics. 

La mise au point de microparticules, en particulier de microcapsules 

20 biocompatibles, presente un grand interet notamment dans les domaines cosme- 
tique, pharmaceutique et alimentaire. Qiargees d'une ou plusieurs substances 
actives, ces vesicules peuvent en effet permettre de masquer un gout ou une odeur 

i 

desagreables, d'augmenter la stability des substances encapsul6es, d ! en prevenir 
1'evaporation, d'en assurer la liberation prolongee in situ. Si la membrane resiste au 

25 milieu gastrique, les microparticules, en particulier les microcapsules, peuvent en 
outre proteger la substance active contre une d6gradation dans l'estomac, ou 
prot6ger la muqueuse gastrique contre un effet irritant. 

De telles microcapsules sont susceptibles d'etre administrees par des 
voies diverses, telles que la voie orale, Tapplication sur la peau ou les muqueuses, 

30 ou la voie parenterale. 

Parmi les divers materiaux candidats, les proteines et les polysaccha- 
rides sont les plus 6tudi6s. Divers procedes ont ete ainsi decrits pour la prepara- 
tion de microcapsules a partir de proteines ou de polysaccharides ou d'associa- 
tions de proteines et de polysaccharides. Certains procedes comportent un premier 

35 stade d'emulsification de la solution aqueuse de proteine ou de polysaccharide au 
sein d'une phase hydrophobe, suivi d'un stade de reticulation & Taide d*un agent bi- 
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fonctionne! tel que les dichlorures d'acide. On pcut citer par cxemple le document 
FR-A-2 444 497 Mars, ou encore le document FR-A-2 527 438 CNRS dans 
lequel la reticulation interfaciale est appliquee a des melanges de proteines et de 
polysaccharides. 

5 Pour encapsuler des liquides hydrophobes emulsionnes comme phase 

dispersee dans une solution aqueuse de proteine ou de polysaccharide, les precedes 
existants consistent generalement soit a utiliser un chauffage de l'emulsion si la 
proteine est denaturable a la chaleur (par exemple document US 3 137 631 
Soloway), soit a incorporer un agent reticulant a la phase hydrophobe (document 

10 US 4 138 362 Vassiliades). 

Par ailleurs, les precedes dits de coacervation complexe sont bien con- 
nus de Phomme de Tart. lis sont applicables notamment a des solutions aqueuses 
d'une proteine et d'une substance polyanionique comme par exemple un poly- 
saccharide porteur de groupements carboxyliques. La substance a encapsuler est 

IS dispersee dans la phase aqueuse soit sous forme d'un solide, soit sous forme de 
gouttelettes d'un liquide non miscible. Le principe est d'acidifier la solution 
aqueuse de maniere a amener le pH a une valeur telle que la proteine soit chargee 
positivement et forme avec la substance polyanionique un complexe electrique- 
ment neutre, lequel se depose sur la phase dispersee a encapsuler. 

20 Les precedes utilisant les agents de reticulation bifonctionnels pre- 

sented 1'inconvenient d'imposer des lavages reputes des microcapsules obtenues, 
de maniere a eliminer totalement l'agent reticulant en exces. En outre, la reaction 
chimique de reticulation provoque d'importantes alterations de la structure des 
proteines. Pour des applications pharmaceutiques, de telles alterations sont a eviter 

25 car elles peuvent etre a 1'origine de proprietes immunogenes des microparticules. 
De meme, si Ton cherche a preserver les proprietes biologiques specifiques de la 
proteine utilisee pour la preparation des microparticules telles que des proprietes 
enzymatiques (enzyme immobilisee) ou des proprietes de transport de Poxygene 
(hemoglobine), on cherchera a minimiser toute denaturation de la proteine pouvant 

30 diminuer son activite. Cet objectif ne peut 6videmment pas etre atteint avec les 
precedes utilisant la denaturation thermique de proteines, precedes qui par ailleurs 
ont 1'inconvenient de ne pas pouvoir s'appliquer a des substances thermolabiles. 

Les precedes de coacervation complexe sont limites dans leurs appli- 
cations : ils ne peuvent etre appliques qu'a Tencapsulation de substances inso- 

35 lubles dans l'eau ou de liquides non miscibles a l'eau. En outre, la paroi des micro- 
capsules n'impliquant pas de liaisons covalentes entre la proline et la substance 
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polyanionique, un traitcment de consolidation est necessaire, comme par cxcmple 
un traitement a I'aide d'un agent reticuiant. 

Plusieurs brevets (GB-A-768 309 Henkel ; GB-A-962 483 AGFA) 
decrivent la formation d'un film solide et thermostable par alcalinisation d'une 
5 solution aqueuse contenant d'une part un polysaccharide porteur de groupements 
carboxyliques esterifies d6sign£ ci-apres par "polysaccharide esterifie" tel que 
1'alginate de propyleneglycol (PGA), d'autre part une diamine ou une proteine. La 
reaction entre les groupements ester du polysaccharide esterifie et les groupements 
amines de la diamine ou de la proteine conduit a la formation de liaisons amide. Le 

10 mecanisme de la reaction implique une migration d'acyles en milieu alcalin dans le 
sens O vers N, le groupement aminS provoquant une substitution nucteophile de 
Tester, avec liberation de propane-diol-1,2 (Mc Kay J.E., Stainsby G., Wilson 
EL., Carbohydr. Polym., 5, 223-236, 1985 ; Stainsby G., Food Chem., 6, 3-14, 
1970). Cette reaction est sous la dependance etroite du pH de la phase aqueuse : le 

15 systeme doit etre alcalinise de maniere controlee et pendant un temps precis, faute 
de quoi le r6seau form6 ne tarde pas a se detruire par hydrolyse de liaisons 
glycosidiques du polysaccharide. 

D'autre part, les documents de la technique anterieure indiquent la 
possibility d'obtenir des films solides par alcalinisation de solutions renfennant a la 

20 fois de 1'alginate de propyleneglycol (PGA) et un compose polyhydroxyle tel que 
Tamidon, la carboxymethylceilulose ou Talcool polyvinylique (Document BP 
1 135 856). Ce ph£nomene, qui se produit egalement dans une certaine mesure 
avec le PGA seul, est attribue a une reaction de transacylation (transest^rification) 
entre le PGA et le derive polyhydroxyle. 

25 Ces phenomenes n'avaient jamais ete encore appliqu& a des emul- 

sions. 

Si Ton se base sur les conditions decrites dans la litterature, c'est-a- 
dire en utilisant un polysaccharide esterifie tel que le PGA, h degre de substitu- 
tion 61ev6 (>50 %), un pH compris entre 9,3 et 10,5 et un temps d'alcalinisation de 

30 15 min suivi d'une neutralisation par ajout d'un acide, et si Ton tente d'appliquer 
directement la reaction a une emulsion d'une solution aqueuse alcaline contenant a 
la fois du PGA d'une part, et d'autre part par un compose polyamine tel qu'une 
proteine ou un compose polyhydroxyle tel qu'un polysaccharide, utilis6e comme 
phase dispersde au sein d'une phase hydrophobe, il n'est pas possible d'obtenir des 

35 micropaiticules ou des microcapsules pour aucune concentration de PGA et de 
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compose polyamint ou polyhydroxyle. La phase aqueuse alcaline contenant les 
deux composes en solution se prend tres rapidement en masse si le pH est suf- 
fisamment elev6, rendant toute emulsification dans une phase hydrophobe impos- 
sible, tandis qu'il ne se foime pas de film stable pour les valeurs de pH inferieures. 
5 II faut done emulsionner la phase aqueuse neutre contenant les deux biopolymeres, 
utilisee comme phase dispersee, au sein d'une phase hydrophobe, utilisee comme 
phase dispersante, puis declencher la reaction de transacylation au sein de 1'emul- 
sion. Toutefois, on se trouve devant le problfeme de faire en sorte que 1'agent 
alcalin ajoute a I'emulsion diffuse a travels la phase hydrophobe et parvienne 

10 jusqu'a 1'interieur des gouttelettes de phase aqueuse dispersee* L'ajout a I'emulsion 
d'une solution alcaline aqueuse ne permet pas d'atteindre ce resultat. Le meme 
probleme se pose pour la neutralisation du milieu par acidification en fin de reac- 
tion, qui ne peut etre rtaliste par ajout d'une solution aqueuse acide. 

De meme, si Ton tente d'appliquer le phenomene a une Emulsion d'une 

15 phase hydrophobe utilisee comme phase dispersee dans une phase aqueuse uti- 
lisee comme phase dispersante et constitute d'une solution alcaline de PGA et d'un 
compose polyamind tel qu'une proteine ou d'un compost polyhydroxylt tel qu'un 
polysaccharide, il n'est pas possible d'obtenir des microcapsules, pour aucune 
concentration de PGA et de compose polyamine ou polyhydroxylt. La phase 

20 aqueuse alcaline se prend en masse si le pH est suffisamment eleve, ou bien ne 
laisse pas deposer de film stable sur les gouttelettes hydrophobes dispersees pour 
les pH inferieuis. 

Le document GB-A-962 483 AGFA decrit une reaction (esters de 
Pacide alginique), en particulier des esters de glycol avec des amines telles que 

25 l'hexamethylenediamine, des proteines pour la formation d'un agent de liaison de 
couche photographique. Ce document ne concerne pas le domaine technique de la 
fabrication des microcapsules qui est un domaine technique totalement different de 
celui des couches photographiques. 

De meme, le document GB-A-763 309 Henkel concerne un procedt 

30 de production d'amides d'acide alginique et en particulier d'amides formateuis de 
gel a partir de cet acide pour realiser une gelification et un revetement de surface, 
application qui apparait etre Implication essentielle des esters ou des derives de 
l'acide alginique. 

Le document GB-A-1135 856 est relatif a un procede de 
35 modification des alginates d'alkyleneglycol pour la formation d'agents de mise en 
suspension, d'agents Hants et d'adhesifs en particulier pour lier des materiaux en 
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poudre ou granules, la formation de revetement de surface resistant a 1'eau, des 
gelees elastiques (page 2, ligne 121 a la page 3, ligne 104) ou dans les produits 
cosmetiques pour utiliser cette capacite liante. Ce document ne concerne done 
egalement en aucune fagon le domaine technique de la fabrication de 
5 microcapsules. 

La presente invention a pour but de preparer des microparticules, de 
preference des microcapsules, stables, a partir de composes polyamin6s et en 
particulier a partir de protfiines, ou a partir de composes polyhydroxyles et en 
particulier a partir de polysaccharides, a temperature du laboratoire, sans agent 

10 r6ticulant bifonctionnel, et renfermant soit une phase hydrophile, soit une phase 
hydrophobe selon que Ton preparera au depart, soit une emulsion d'une phase 
hydrophile utilisee comme phase dispers6e dans un liquide hydrophobe comme 
phase dispersante, soit une emulsion d'une phase hydrophobe utilisee comme 
phase dispersee dans un liquide aqueux utilise comme phase dispersante. 

15 La presente invention a encore pour but de preparer des microparti- 

cules, de preference des microcapsules, a partir de proteines en limitant les altera- 
tions de leur structure de manfere a obtenir une biocompatibilit6 am61ioree et, dans 
le cas ou la proteine est douee d'une activite biologique specifique, de maniere a 
pr&erver cette activite. 

20 La pr6sente invention a encore pour but de r£soudre le probleme de 

I'alcalinisation des gouttelettes de la phase aqueuse neutre contenant a la fois un 
polysaccharide est6rifi€, tei que le PGA d'une part et le compose polyhydroxyle ou 
polyamine d'autre part, une fois dispersees au sein d'une phase hydrophobe a 1'etat 
d'emulsion, puis de leur neutralisation par acidification en fin de reaction, au sein 

25 de Temulsion. 

La presente invention a egalement pour but, dans le cas d'une emulsion 
d'un liquide hydrophobe utilise comme phase dispersee dans une phase aqueuse 
contenant a la fois le polysaccharide esterifie d'une part, et le compost poly- 
hydroxyle ou polyamine d'autre part, de realiser une alcalinisation localisee autour 

30 des gouttelettes de la phase hydrophobe et non dans la totalite du volume de la 
phase aqueuse dispersante, de maniere a ceclencher la reaction de transacylation 
selectivement a 1'interface de T6mulsion. 

La presente invention a encore pour but de preparer des microparti- 
cules, de preference des microcapsules, a partir d'un polysaccharide esterifiS d'une 

35 part, et de composes polyamines ou polyhydroxyles solubles dans des liquides 
hydrophobes d'autre part, en realisant des solutions separees des reactants dans des 
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phases non miscibles, et en declenchant au moment voulu la reaction de trans- 
acylation a l'interface d ! une emulsion selon les principes exposes ci-dessus. 

La presente invention a encore pour but de resoudre les problemes 
techniques ci-dessus enonc£s, avec I'utilisation de procedes de fabrication simples 
5 utilisables a l'echelle industrielle et permettant en outre de regler la taille des 
microparticules, de preference des microcapsules, en particulier dans une plage de 
dimensions allant de moins de 1 fzm a 5 000 /on. 

Selon la presente invention, on a decouvert de maniere parfaitement 
inattendue que I'alcalinisation in situ des gouttelettes aqueuses dispersees au sein 

10 d'une phase hydrophobe a l'etat d'6mulsion pouvait etre rtalisee de maniere 
extremement simple par addition a Temulsion d f une solution d'un agent alcalin 
dans un liquide organique miscible a la phase aqueuse. La reaction de transacyla- 
tion peut ainsi etre declenchee apres 1'etape d'emulsification. Apres reaction, la 
neutralisation est ensuite realisee de la meme maniere par ajout au milieu reac- 

15 tionnel d'une solution d f un acide dans un liquide organique miscible h la phase 
aqueuse. Des spherules microscopiques peuvent etre ainsi isoltes, constitutes 
d ! une substance polyaminee telle qu'une proline, ou d'une substance poly- 
hydroxylee telle qu'un polysaccharide, directement associde par liaisons cova- 
lentes a un polysaccharide polycarboxylique sans aucun autre rtactif ajoute. 

20 On a de meme decouvert de maniere inattendue que Taddition a une 

phase hydrophobe d'un agent alcalin en solution dans un liquide organique mis- 
cible a la phase aqueuse permettait, une fois ce melange emulsionne comme phase 
dispersee dans une phase aqueuse neutre contenant a la fois le polysaccharide este- 
rifie d f une part, et le compost polyhydroxyle ou polyamine d f autre part, une dif- 

25 fusion d'ions alcalins a Tinterface, capable de declencher in situ la reaction de 
transacylation et la formation tfune membrane autour des gouttelettes hydro- 
phobes, et que les microparticules, de preference les microcapsules, ainsi formees 
puis neutralises par addition d'une solution d'un acide dans un liquide organique 
miscible a Teau ou dans Teau, pouvaient etre aisement separees de la phase dis- 

30 persante sans probl^me de prise en masse. 

Enfin, on a decouvert que des microparticules, de preference des 
microcapsules, pouvaient etre preparees par une reaction de transacylation inter- 
faciale a partir d ! une part d'un polysaccharide est6rifi6 tel que le PGA dissous dans 
la phase aqueuse, et d'autre part d'un compose polyhydroxyle tel qu'un derive cel- 

35 lulosique, ou polyamine, tel que Thexamethylenediamine, dissous dans une phase 
hydrophobe. La phase aqueuse peut etre utiliste comme phase dispersee ou comme 
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phase dispersante. Toutefois, si on alcalinise la solution de polysaccharide esteri- 
fie avant le stade d'emulsification, des reactions d'hydrolyse des groupements ester 
et de transesterification entre chaines polysaccharidiques vont diminuer le nombre 
de groupements ester disponibles pour la reaction, ce qui n'est pas favorable a la 
5 formation de la membrane, tout en produisant une augmentation de viscosite de la 
phase aqueuse genant l'emulsification. 

On devra done utiliser une solution aqueuse neutre du polysaccharide 
esterifie et, une fois Temulsion obtenue en presence de la phase hydrophobe, 
d6clencher une alcalinisation a 1'interface. On a decouvert que ce problfeme pouvait 

10 etre aisement r£solu en utilisant les procedes exposes plus haut. En effet, dans le 
cas de l'utiiisation de la phase aqueuse comme phase dispersee, on a pu verifier que 
l'alcalinisation in situ des gouttelettes aqueuses dispersees peut etre realisee de la 
meme maniere par addition a 1'emulsion d'une solution d'une substance alcaline 
dans un liquide organique miscible a la phase aqueuse. Les microparticules, de 

15 preference les microcapsules, sont neutralises ensuite selon le meme proc6d6 a 
l'aide d'une solution d'un acide dans un liquide organique miscible a la phase 
aqueuse. De meme, dans le cas ou la phase hydrophobe est utilisee comme phase 
dispersee, on a constate que Ton pouvait tres facilement obtenir au sein de l'&nul- 
sion une diffusion d'ions alcalins en peripheric des gouttelettes disperses, par _ 

20 addition h la phase hydrophobe d'une solution d'un agent alcalin dans un liquide 
organique miscible a la phase aqueuse. De cette maniere on d6clenche une reaction 
de transacylation interfaciale. Les microparticules, de preference les microcapsules 
fornixes, sont ensuite neutralises par ajout au milieu r6actionnel d'une solution 
d'un acide dans un liquide organique miscible a la phase aqueuse ou dans l'eau. 

25 Cest sur la base de cette decouverte, totalement inattendue pour 

1'homme de 1'art, que la presente invention a ete realisee. L'invention represente un 
progres technique ddterminant pour Thomme de 1'art, compte tenu de ce que les 
microparticules, de preference les microcapsules obtenues, qui r6sultent de 
l'6tablissement de liaisons covalentes par la reaction de transacylation, sont par- 

30 faitement stables alors que leur constitution ne fait intervenir que des substances 
biocompatibles, a l'exclusion de tout agent reticulant bifonctionnei. Elles pourront 
ainsi trouver de nombreuses applications dans divers domaines tels que la phar- 
macie, la cosmetique et Tindustrie alimentaire. La possibility d'incorporer aux 
microparticules, de preference aux microcapsules, aussi bien des substances 

35 hydrophobes que des substances hydrophiles, constitue un autre avantage 
important de l'invention. Ainsi des microparticules, de preference des micro- 
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capsules, chargees d'huiles tcllcs que les huiles essentielles, ou de solutions 
huileuses de substances actives, peuvent etre aussi aisement preparees que des 
microparticules, de preference des microcapsules, renfermant des solutions 
aqueuses ou merae des suspensions ou des emulsions a phase continue aqueuse. En 
5 outre, la composition des microparticules, de preference des microcapsules, pouiTa 
etre choisie par exemple de maniere a obtenir ou non une digestion par les 
proteases, en utilisant une polyamine telle qu'une prottine ou une substance 
polyhydroxylee telle qu'un polysaccharide respectivement pour reagir avec le 
polysaccharide esterifie. Enfin, les conditions menagees du procede n'entrainent 

10 pas de denaturation importante des proteines, de sorte qu'il peut etre applique a des 
enzymes sans suppression de leur activite, ce qui donne un nouveau type 
d'enzymes immobilisees. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention a pour objet Futi- 
lisation d'un reaction de transacylation entre un polysaccharide porteur de groupe- 

15 ments carboxyliques esterifies et une substance polyaminee, en particulier un 
polysaccharide porteur de groupements amine, tel que le chitosan, ou une proteine, 
ou une substance polyhydroxylee, en particulier un polysaccharide, pour la 
fabrication de microparticules, en particulier de microcapsules. De preference, ces 
microparticules, en particulier ces microcapsules, contiennent un principe actif 

20 cosmetique, phannaceutique, alimentaire, une proteine dou6e d'une activite biolo- 
gique telle qu ! une enzyme ou l'hemoglobine. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention a egalement pour 
objet des microparticules, en particulier des microcapsules, caracterisee en ce 
qu'elles presentent une paroi constitute du produit de reaction entre un poly- 

25 saccharide porteur de groupements carboxyliques esterifies et une substance poly- 
aminee, telle qu'un polysaccharide porteur de groupements amine, tel que le 
chitosan, ou une proteine, ou une substance polyhydroxyl6e, telle qu f un poly- 
saccharide. 

Selon une variante de reaction particuliere, ces microparticules, en 
30 particulier ces microcapsules, presentent une paroi constitute du produit de 
reaction entre un polysaccharide porteur de groupements carboxyliques esterifies 
et une substance polyaminee, telle qu ! un polysaccharide porteur de groupements 
amine, tel que le chitosan, ou une proteine, en presentant ainsi des liaisons 
covalentes amides impliquant les groupes amine de la polyamine et les groupe- 
35 ments carboxyliques du polysaccharide esterifit. Avantageusement, les propor- 
tions du polysaccharide esterifit par rapport a la polyamine, telle qu ! une proteine, 
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ou un polysaccharide tel que le chitosan, peuvent varier de 0,4 % a 60 % en poids. 
Dans le cas particulier de l'emploi d'une diamine comme polyamine, une 
proportion particuliere de cette diamine par rap-port au polysaccharide esterifie 
peut etre plus prScisement comprise entre 5 et 30 % en poids. 
5 Selon une autre variante de realisation, les microparticules, en parti- 

culier les microcapsules, sont caracterisees en ce qu'elles presentent une paroi 
constituee du produit de reaction d'un polysaccharide porteur de groupements 
carboxyliques esterifies et d ! une substance polyhydroxylee, par exemple un poly- 
saccharide, par rinterm&liaire de liaisons covalentes ester impliquant les 

10 groupements carboxyliques du polysaccharide esterifte et les groupements 
hydroxyles du compose polyhydroxyle. Avantageusement, les proportions de 
polysaccharide esterifie par rapport aux composes polyhydroxyles peuvent varier 
de 5 % a 300 % en poids. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, ces micro- 

15 particules, en particulier ces microcapsules, contiennent un principe actif cos- 
metique, pharmaceutique, alimentaire, ou une proteine a activite biologique telle 
qu ! une enzyme ou Themoglobine, ou encore des bulles de gaz tel que Pair. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention conceme un procede 
de fabrication de microparticules, en particulier de microcapsules, caracterise par 

20 les etapes successives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse neutre renfermant d'une part un 
polysaccharide porteur de groupements carboxyliques esterifies, et d'autre part soit 
une substance polyaminee comme par exemple un polysaccharide porteur de grou- 
pements amine, tel que le chitosan, ou une proteine, soit une substance 

25 polyhydroxylee comme par exemple un polysaccharide ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel le polysaccharide 
esterifie et la substance polyaminee ou polyhydroxylee sont essentiellement inso- 
lubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la solution aqueuse pour for- 
30 mer une emulsion ; 

d) on ajoute a Temulsion une solution d'une substance alcaline dans un 
liquide organique miscible a la phase aqueuse ; 

e) apres une periode de temps predeterminee necessaire pour realiser 
une reaction de transesterification, en form ant ainsi des microparticules, en parti- 

35 oilier des microcapsules, on realise une neutralisation de Emulsion, de pr6ference 
en ajoutant a Temulsion une solution d'une substance acide dans un liquide 
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organique miscible a la phase aqueuse ; cc qui neutralise et stabilise les micro- 
particules, en particulier les microcapsules formees. 

Selon une variante de realisation, on forme une Emulsion de la solution 
aqueuse comme phase dispersee dans le liquide hydrophobe formant la phase con- 
tinue. 

Selon un autre mode de realisation, le liquide hydrophobe forme la 
phase dispersee, dans ce cas, on ajoute dans le liquide hydrophobe une solution 
d'une substance alcaline dans un liquide organique miscible a la phase aqueuse, 
puis cette phase hydrophobe est dispersee dans la solution aqueuse neutre pr£- 
citee formant la phase continue de maniere a former Pemulsion precitee, ce qui 
peimet de laisser se developper la reaction de transacylation a la surface des gout- 
telettes dispersees par diffusion des ions alcalins jusqu'a Tinterface. 

Ainsi, selon encore un quatrieme aspect, la presente invention 
concerne un procede de fabrication de microparticules, en particulier de micro- 
capsules, caracterise par les etapes successives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse neutre d'un polysaccharide porteur 
de groupements carboxyliques esterifies ; 

b) on prepare une solution hydrophobe d'une substance polyaminee 
telle que par exemple un polysaccharide porteur de groupements amine, tel que le 
chitosan, ou une proteine, une diamine, ou d f une substance polyhydroxylee telle 
que par exemple un polysaccharide, l'hydroxypropylcel-lulose, dans un liquide 
hydrophobe, dans lequei le polysaccharide esterifie est essentiellement insoluble, 
puis on ajoute a cette solution une solution d ! un agent alcalin dans un liquide 
organique miscible a la phase aqueuse ; 

c) on forme une emulsion de ce melange utilise comme phase disper- 
see dans la solution aqueuse neutre du polysaccharide esterifi6 formant la phase 
continue, et on laisse se developper la reaction de transacylation a la surface des 
gouttelettes dispersees, par diffusion des ions alcalins jusqu'a l'interface ; 

d) apres reaction pendant une periode de temps predeterminee, on 
ajoute au milieu r£actionnel une solution d'une substance acide dans un liquide 
organique miscible a la phase aqueuse ou dans 1'eau, de maniere a neutraliser et 
ainsi stabiliser les microparticules, en particulier les microcapsules. 

Selon un autre mode de realisation, la presente invention concerne 
encore un procede de fabrication de microparticules, en particulier de micro- 
capsules, caracterise par les etapes successives suivantes : 
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a) on prepare une solution aqueuse neutrc d'un polysaccharide porteur 
de groupemcnts carboxyliques esteriftes. 

b) On prepare une solution d'une substance polyaminee ou d'une 
substance polyhydroxylee dans un liquide hydrophobe, dans lequel le polysac- 

5 charide estdrifie est essentiellement insoluble. 

c) On forme une emulsion de la solution aqueuse utilisee comme phase 
dispersee dans le liquide hydrophobe formant la phase continue. 

d) On ajoute a l'emulsion une solution d'une substance alcaline dans un 
liquide organique miscible a la phase aqueuse, de maniere h declencher la reaction 

10 interfaciale de transacylation et former ainsi des microparticules, en particulier des 
microcapsules. 

e) Apres reaction, on ajoute a l'emulsion une solution d'une substance 
acide dans un liquide organique miscible a la phase aqueuse, de mani&re a neutra- 
liser et ainsi stabiliser les microparticules, en particulier les microcapsules. 

15 Avantageusement, le proc£de pr6cit£ peut encore comprendre une 

etape complementaire de separation des microparticules, en particulier des micro- 
capsules par tout moyen approprie, notamment par dficantation naturelle apres 
avoir eventuellement effectu6 un ou plusieurs lavages. 

Selon une caracteristique avantageuse des procedes de fabrication 

20 selon l'invention, les microparticules, en particulier les microcapsules, une fois 
separees du milieu reactionnel peuvent etre placees dans une solution calcique 
aqueuse ou alcoolique, de maniere a d6ciencher une reaction entre les groupes 
fonctionnels du polysaccharide esterifie et les ions calcium. II est bien connu 
qu'une telle reaction engendre une structure en reseau susceptible de se comporter 

25 comme un systeme matriciel. La structure particuliere des microparticules, en 
particulier des microcapsules obtenues, est ainsi susceptible de permettre un 
piegeage plus efficace et/ou une diffusion ralentie des substances encapsulees ou 
emprisonnees dans la matrice. 

Selon une caracteristique avantageuse de Tinvention qui est bien 

30 entendu applicable h Tun quelconque des aspects de Tinvention, la substance ou le 
compose polyamine peut etre une proteine, partieilement hydrolysee ou non, 
greffee ou non de longue chaine hydrocarbonee. Par longue chaine hydrocarbonee, 
on entend des chaines comportant de 10 a 30 atomes de carbone. La substance ou 
compos6 polyamin6 peut 6galement etre choisie parmi une proline hydrophile, 

35 c'est-a-dire soluble dans Teau ou dispersible dans Teau, contenant des 
groupements amine librcs. 
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II n'est pas essentiel que les matieres proteiques utilisees dans la reac- 
tion soient des proteines pures. Elles peuvent etre utilisees sous la forme de 
melanges naturels ou non contenant des proteines hydrophiles, comme par 
exemple le lait, ou des melanges d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes. 
5 Des exemples de prolines qui peuvent etre utilisees dans l'invention et 

qui remplissent les conditions qui consistent a etre hydrophiles ou bien qui peuvent 
Stre trait£es pour etre hydrophiles sont les albumines comme la s£rumalbumine, 
Povalbumine, Talpha-lactalbumine, des globulines, le fibrinogene, la caseine, des 
gluteiines qui de preference auront 6i€ d6gradees, des scleroproteines solubilis£es, 
10 le collagene, 1'atelocollagene, la gelatine, l'hemoglobine, des enzymes telles que la 
catalase. 

Comme exemples de melanges contenant des proteines hydrophiles, on 
peut titer le lait entier ou ecreme totalement ou partieliement, le lait en poudre, le 
lait condense, les proteines du lactoserum, Toeuf entier, le jaune d'oeuf, les 

* 

15 melanges d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes. 

Dans le cadre de Finvention, la substance polyaminee peut etre un 
polysaccharide porteur de groupements amine, tel que le chitosan, une diamine 
telle qu'une alkylenediamine et, de preference ayant de 2 a 6 atomes de carbone 
comme l'ethylenediamine, la trim&hylenediamine, la tetramethylenediamine, la 

20 pentamethylenediamine, l'hexamethylenediamine, une diamine comprenant un 
noyau aromatique telle que la m-phenylenediamine, la p-phenylenediamine, une 
alkylenepolyamine telle que la tetraethylenepentamine, une amine comportant un 
atome d'azote integre dans un cycle comme la piperazine, ces exemples etant cites 
a titre illustratif et non limitatif. 

25 Selon une autre caract&istique avantageuse de Tinvention, applicable 

pour Tun quelconque des aspects de Tinvention, le polysaccharide esterifie est un 
polysaccharide hydrophile porteur de nombreux groupements carboxyliques, 
lesquels sont esterifies dans une proportion au moins egale a 50%, soit 
naturellement, soit par modification chimique. Selon une caracteristique preferee, 

30 Tester polysaccharidique est choisi paimi Talginate de propyleneglycol et les 
pectines. 

Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes selon 
Tinvention, la concentration en ester polysaccharidique dans la phase aqueuse est 
comprise entre 0,4 % et 5 % p/v, et encore mieux de 0,7 a 2 %, et encore de 
35 preference voisine de 1 %. 
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Selon une autre caracteristique avantageuse des proctdes selon 
l'invention, la concentration en proteine ou polyamine dans la phase aqueuse est 
comprise entre 0,2 % et 35 %. 

Selon une autre caracteristique avantageuse de ^invention applicable 
5 pour Tensemble des aspects de l'invention, la substance polyhydroxyl6e susceptible 
de reagir avec le polysaccharide esterifie est un polysaccharide ou derive de 
polysaccharide tel que I'amidon ou I'amidon partiellement hydrolyse, l'hydroxy- 
6thylamidon, le carboxym6thylamidon, l'alginate de sodium, la gomme guar, la 
gomme arabique, la gomme adragante, divers derives de cellulose tels que 

10 Thydroxypropylcellulose, la carboxymethyicellulose, l'&hylceilulose, l'hydroxy- 
propylmethylcellulose, l'hydroxyethylcellulose. 

Selon une autre caracteristique avantageuse de l'invention applicable 
pour l'ensemble des aspects de l'invention, la substance poiyhydroxyl6e susceptible 
de reagir avec le polysaccharide esterifie est un polyalcool tel que I'alcool 

15 polyvinylique, un alky ienegly col, en particulier un C2-C6 alkyleneglycol, par 
exemple l'ethyleneglycol, le 1,4-butanediol, l'hexamethyleneglycol, le glycdrol, 
ces polyalcools etant cites a titre illustratif et sans limitation. 

La phase aqueuse peut etre constitute soit d'eau pure, soit d'un tam- 
pon de pH compris entre 5,9 et 8, de preference entre 6,8 et 7,5. 

20 Comme liquide hydrophobe dans lequel la proteine ou la polyamine et 

Tester polysaccharidique sont insolubles, on peut utiliser tout solvant decrit dans 
les documents precedents. De preference, on utilise le chlorofonne, le dichloro- 
m6thane, le cyclohexane, 1'huile de paraffine, le myristate d'isopropyle ou encore 
des glycerides naturels ou synthetiques, purs ou en melanges, des huiles veg6tales 

25 par exemple Thuile d ! arachide, Thuile d f olive, Thuile de colza, des esters d'acides 
gras et de divers alcools comme par exemple les oleates de mtthyle ou d f ethyle, 
seuls ou en melanges. 

Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes selon 
Tinvention, Temulsion est realisee en presence d f un tensioactif. Quand la phase 

30 aqueuse est utilisee comme phase dispersee, on pourra utiliser par exemple un ester 
de soibitanne ou une lecithine, incorpores a la phase hydrophobe. Quand la phase 
hydrophobe est utilisee comme phase dispersee, on pourra utiliser par exemple du 
polysorbate incorpore a la phase aqueuse. Toutefois, un tensioactif n'est pas neces- 
sake au bon deroulement des proc6d6s selon Tinvention et il peut etre omis. 

35 Selon une autre caract6ristique avantageuse des procSdes selon 

Tinvention, le liquide organique alcalin miscible a la phase aqueuse est une solu- 
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tion de soude ou de potasse dans un alcool tel que le methanol ou Tethanol, uti- 
lises purs ou renfermant 5 a 10 % d'eau, ou encore un polyol, tel que le glycerol ou 
un polyethyleneglycol. Selon une caracteristique preferee, la solution contient 
entre 0,5 et 2 % p/v de soude dans Tethanol a 95 %, et encore de preference une 
concentration de soude voisine de 2 %. 

Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes selon 
Tinvention, le temps pendant lequel un pH alcalin est maintenu pour le develop- 
pement de la reaction de transacylation est compris entre 5 min et 1 h, de pr6fe~ 
rence entre 5 min et 30 min, de preference encore il est de 15 min. 

Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes selon 
Tinvention, le liquide organique acide miscible a la phase aqueuse est une solution 
d'un acide organique monocarboxylique ou polycarboxylique, porteur ou non de 
fonctions alcool, comme Tacide antique, Tacide citrique, l'acide lactique, Tacide 
tartrique, Tacide succinique, Tacide malique, ou d'un acide mineral comme Tacide 
chlorhydrique, dans un alcool tel que le methanol ou Tethanol, purs ou renfermant 
5 a 10 % d'eau, ou encore dans un polyol, tel que le glycerol ou un polyethylene- 
glycoL Selon une caracteristique preferee, la solution acide est constitute Methanol 
a 95 %, contenant entre 1 et 10 % (v/v) d'acide acetique, et de preference entre 7 et 
8%. 

Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes selon 
Tinvention, le temps de neutralisation des microcapsules, c'est-a-dire le temps 
d'agitation necessaire apres ajout de la solution acide au milieu reactionnel, est 
compris entre 5 min et 1 h, de preference entre 5 min et 30 min, de preference 
encore ii est de 15 min. 

Selon le type d'dmulsion realisee et le protocole choisi, on peut intro- 
duce dans la phase aqueuse ou dans la phase huileuse un ou plusieurs principes 
actifs a Tetat de solution, de suspension ou d'emulsion, en particulier une ou 
plusieurs substances d'int6ret cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire. 

On peut egalement emprisonner une mousse a Tinterieur des micro- 
particules, en particulier des microcapsules. Ainsi par exemple, on peut incorporer 
des bulks de gaz tel que Tair a une solution aqueuse de proteine et de polysac- 
charide esterifie en la soumettant a une agitation tres vive. On applique ensuite a la 
mousse le procede de Tinvention en Tutilisant comme phase aqueuse dispersee au 
sein d'une phase hydrophobe. Apres stehage, les micropaiticules, en particulier les 
microcapsules, contiennent une multitude de bulles de gaz tel que de Tair 
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emprisonnees. De telles microparticules, en particulier des microcapsules, trouvent 
une indication d'emploi dans les methodes de diagnostic medical par echographie. 

Lorsqu'on utilise pour reagir avec le polysaccharide esterifie une pro- 
line douee d'une activit6 biologique telle qu'une enzyme ou l'hemoglobine, les 
5 microcapsules obtenues selon I'invention peuvent constituer une forme immobi- 
Usee d'utilisation facile, notamment dans les domaines des biotechnologies, des 
bioreactife ou de la therapeutique. Ainsi, par exemple, pour le domaine de la thera- 
peutique, les enzymes immobilisees ou encapsutees trouvent des indications 
d'emploi interessantes en therapie substitutive, par voie orale dans les insuffisances 

10 en enzymes digestives, par voie parenterale pour le traitement des maladies liees a 
des deficiences enzymatiques congenitales. Elles sont egalement utiles dans le 
cadre du traitement de certaines tumeurs, ou localement pour le traitement des 
plaies et ulceres, ou merae dans des systemes extracorporels depuration sanguine. 
L'immobilisation a pour effet de proteger 1'enzyme contre des agents inactivants 

15 divers, d'en ralentir l'attaque par les proteases, d'en diminuer l'immunogenicite. 
Pour ce qui concerne l'hemoglobine, des microcapsules prepares a partir de cette 
proteine et ayant conserve ses proprietes oxyphoriques ont des applications comme 
"hematies artificielles", ou encore en biotechnologie pour l'oxyg6nation des bio- 
reacteurs. 

20 Enfin, selon un cinquieme aspect, la presente invention concerne 

encore une composition telle qu'une composition cosmetique ou une composition 
pharmaceutique, ou une composition alimentaire, ou une composition 
enzymatique, caracterisee en ce qu'elle comprend des microparticules, en 
particulier des microcapsules, presentant une paroi constituee du produit de 

25 reaction d'une substance polyamin6e ou polyhydroxyl6e avec un polysaccharide 
porteur de groupements carboxyliques esterifies, soit par Tinterm^diaire de liaisons 
amide impliquant les groupements amine de la proteine ou de la polyamine d*une 
part, et d'autre part les groupements carboxyliques du polysaccharide, soit par 
rintermediaire de liaisons ester impliquant d'une part les groupements hydroxyle 

30 de la substance polyhydroxylee, et d'autre part les groupements carboxyliques du 
polysaccharide esterifie. 

Diverses variantes de realisation de cette composition resultent 
clairement des diverses caracteristiques ou variantes avantageuses des procedes de 
invention decrits selon l'un quelconque des autres aspects pr6c6dents, ainsi que de 

35 la description suivante faite en reference a de nombreux exemples de realisation de 
1'invention donnes a titre illustratif et qui ont done une portee generate. 



WO 94/0426 1 PCT/FR93/00792 

16 



Ainsi, pour la realisation de I'invention, il est clair que lorsqu'on utilise 
un procede de fabrication dans lequel on prepare une solution aqueuse contenant 
un polysaccharide porteur de groupement carboxylique esterifie et une substance 
polyaminee ou une substance polyhydroxylee, cette substance doit etre choisie 
5 pour sa capacity de solubilite en solution aqueuse. De meme, lorsque dans le cadre 
d'un procede de I'invention on prepare une solution hydrophobe d'une substance 
polyaminee ou polyhydroxylee, celle-ci est choisie pour ses capacity de solublite 
en solution hydrophobe, comme cela est bien connu a 1'homme de Tart. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de I'invention apparaitront 
10 clairement a la lumiere de la description explicative qui va suivre, faite en refe- 
rence a plusieurs exemples de realisation de i'invention donnes simplement a titre 
d'illustration et qui ne sauraient done en aucune faqon limiter la portee de I'inven- 
tion. 

15 Exemple 1 selon I'invention 

Fabrication de microparticules de diametre moven 150 um a partir de 
s6rumalbuminc humaine (HSA) et d'alginate de propvleneglvcol (PGAV 

a) Preparation de la phase aqueuse 

On prepare, par agitation magnetique de lOmin a temperature 
20 ambiante, une solution dans 1'eau distillee renfermant 20 % d'HSA (Centre de 
Transfusion Sanguine, Strasbourg) et 1 % d'un PGA presentant un taux d'est6- 
rification compris entre 80 et 85 % (KelcoloYd S®, KELCO International). 

b) Emulsifjcatjjon 

On emulsionne 6 ml de cette phase aqueuse utilisee comme phase 
25 dispersee dans 40 ml de myristate d'isopropyle contenant 2 % v/v de Span 85® 
comme phase dispersante, par agitation mecanique de 5 min a 2 000 tr/min. 

c) Alcalinisation 

On ajoute a l'emulsion en agitation 2 ml d'une solution de soude a 2 % 
p/v dans Tethanol a 95 % et on laisse la reaction de transacylation se developper 
30 pendant 15 min, ce qui produit des microparticules. 

d) Acidification 

On ajoute au milieu reactionnel en agitation 2 ml d'une solution a 
7,6 % v/v d'acide acetique dans Tethanol a 95 %. L'agitation est encore maintenue 
pendant 15 min de maniere a permettre la neutralisation des microparticules for- 
35 mees. 
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c) Lavages 

Les microparticules sont separees par centrifugation, puis lavees par 
remises en suspension dans de l ! 6thanol a 95 % renfermant 2 % de Tween 20®, 
puis dans Tethanol a 95 %, puis dans l'eau distillee. 
5 Les microparticules peuvent etre ensuite congelees et lyophilisees. 

On obtient des spheres transparentes de taille moyenne 150 ^m. Apres 
lyophilisation, la rehydratation de la poudre obtenue montre que les 
microparticules sont intactes et reprennent leur forme spherique. 

Essais de stabilite dans divers milieux contenant ou non des proteases 
10 Dans des tubes a essais, des prises d'essai de 25 mg de microparticules 

Iyophilisees sont r6hydrat6es par addition de 1 ml d ! eau distillee, puis additionn6es 
de 7,5 ml de differents milieux : 

- de l'eau distillee 

- une solution de pH acide (1,2) additionnee ou non de pepsine (milieu 
15 gastrique artificiel, USP XXI) 

- une solution de pH legerement alcaiin (7,5), additionnee ou non de 
trypsine (0,25 % p/v). 

Les tubes sont incubes a 37*C. La stability des microparticules est 
etudiee par examen microscopique. Le temps de lyse est le temps au bout duquel 
20 toutes les microparticules ont disparu du milieu. 

Resultats : les microparticules preparees selon l'exemple 1 sont stables 
plus de 3 j dans l'eau distillee comme dans les solutions de pH 1,2 ou de pH 7,5. 
Elles sont d6grad£es par les proteases : en 15 min par la pepsine, en 25 min par la 
trypsine. 

25 

Exemple 2 selon Tinvention 

Fabrication de microparticules de diametre moven 15 a partir 
d'HSA et de PGA. 

Le protocole decrit a l'exemple 1 est reproduit en remplagant le myri- 
30 state d'isopropyle par de Phuile de paraffine fluide. 

On obtient des microparticules spheriques de diametre moyen proche 
de 15 fan. Cet exemple montre que, pour des conditions d'emulsification donnees, 
on peut ajuster le diametre des microparticules par le choix de la phase dispersante. 
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Exemple 3 selon l'invention 

Fabrication de microparticules dc diametre moven 200 a partir 
d'ovalbumine et dc PGA et contenant un colorant hvdrosolublc. 

Le protocole decrit a l'exemple 1 est reproduit en remplagant la serum- 
albumine humaine par I'ovalbumine (LABOSI), utilisee a la meme concentration 
(20 %) et en dissolvant dans la phase aqueuse du bleu patente V a la concentra- 
tion de 1 %. Le protocole de lavage est modifie : les microparticules sont lavees au 
cyclohexane. Elles sont ensuite debarrassees du solvant par evaporation sous vide, 
congelees et lyophilisees. 

On obtient des microparticules spheriques, de couleur bleue, de dia- 
metre moyen 200 //m. Elles resistent plus de 3 j a une incubation dans l'eau distil- 
lee, ou dans une solution de pH 1,2, ou dans une solution de pH 7,5* Les micro- 
particules resistent au moins 24 h a la pepsine et sont lysees en 3 h par la trypsine. 

Essai de stabilite dans l'eau distillee a 45*C 

Les microcapsules qui viennent d'etre obtenues en suspension dans 
l'eau distillee sont centrifugees et debarrassees du surnageant. On preleve 1 g du 
culot de microcapsules ainsi essorees et on met cette prise d'essai en suspension 
dans 50 ml d'eau distillee sterile. Le flacon est bouche puis place a l'etuve a 45*C. 
On observe que les microcapsules sont restees intactes apres 2 mois 1/2 de sejour 
en etuve. 

Exemple 4 selon l'invention 

Fabrication de microparticules de diametre moven 75 fim h partir 
d'ovalbumine et de PGA. 

Le protocole decrit a l'exemple 3 est reproduit en remplagant le myri- 
state d'isopropyle par le chloroforme et en utilisant du polyethyleneglycol 200 au 
lieu d'ethanol a 95 % pour preparer les solutions de soude et d'acide antique. 

On obtient des microparticules de diametre moyen 75 ^m. 

Exemple 5 selon 1'invention 

Fabrication de microparticules de diametre moven 250 ^m a partir 
d'hemoglobine et de PGA. 

Le protocole decrit a l'exemple 1 est reproduit en remplagant la serum - 
albumine humaine par 1'hemoglobine de mouton (SIGMA), utilis6e a la concentra- 
tion de 15 % p/v. 



19 



On obticnt des microparticules de couleur rouge vif, spheriques, de 
diametre moyen 250 fim, qui peuvent etre lyophilisees. Ces microparticules sont 
detruites par la pepsine en 10 min, par la trypsine en 3 h 30. 

Essai de stability dans 1'eau distillee a 45*C 

Dans les memes conditions d'essai de stabilite que celles decrites a 
I'exemple 3, on observe que les microcapsules sont intactes apres 2 mois 1/2 de 
sejour a Tetuve a 45 # C, a l'etat de suspension aqueuse. 

Exemple 6 selon l'invention 

Fabrication de microparticules de diametre moven 50 fjm a partir 
d'hftnoglobine et de PGA. 

Le protocole decrit a Texemple 5 est reproduit en remplagant le myri- 
state d'isopropyle par le chloroforme. 

On obtient des microparticules rouges de diametre moyen 50 /an. 

Cest un autre exemple qui montre que, pour des conditions 
d'6mulsification donnees, le diametre des microparticules peut etre ajuste par le 
choix de la phase hydrophobe dispersante. 

Exemole 7 selon Tinvention 

Fabrication de microparticules de diamfctre moven 250 /jm a partir de 
fibrinogene et de PGA. 

Le protocole decrit a Texemple 1 est reproduit en rempla^ant la serum- 
albumine humaine par le fibrinogene de boeuf (SIGMA), utilise a la concentration 
de 6 % p/v. 

On obtient des microparticules & contenu granuleux, de diametre 
moyen 250 /an, qui peuvent etre lyophilisfies. Ces microparticules resistent plus de 
24 h a la pepsine, tandis qu'elles sont lysees en 3 h par la trypsine. 

Essai de stabilite dans Teau distillee a 45*C 

En proc^dant dans les conditions d'essai de stabilite decrites a 
rexemple 3, on observe que les microcapsules sont intactes apres 2 mois 1/2 de 
sejour a Tdtuve a 45 # C, a Tetat de suspension aqueuse. 
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Exemple 8 selon l'invention 

Fabrication dc microparticulcs dc catalase immobilisee par le PGA. 

Le protocole decrit a I'exemple 1 est rcproduit en remplasant la serum- 
albumine humaine par de la catalase de foie de boeuf (C-10 de SIGMA), utilisee a 
5 la concentration de 20 % p/v. 

On obtient des micropaiticules spheriques de diametre moyen 75 ^m, 
donnant apres lyophilisation une poudre aisement rehydratable. 

Une pinc6e de cette poudre mise au contact d'eau oxyg6nee a 
110 volumes produit instantanement un important degagement gazeux sous forme 
10 de multiples bulles. 

Determination de l'activi te catalasique (Methode de Feinstein, J. BioL 
Chem., 1949, 180, p. 1197) 

Une prise d'essai de 5mg de microparticules lyophilisees est 
r6hydrat6e par addition de 1 ml de tampon phosphate pH 7 et agitation magnetique 
15 de 5min a temperature ambiante (20*C). On ajoute 3 ml d'une solution de 
perborate de sodium prealablement titree (par une solution de KMn04 0,005M) a 
88,46 mmol/1 d'^CK La reaction est stoppee apres 30 s par addition de 3 ml de 
H2SO4 1M. Le milieu est additionne de 1 ml decide trichloracetique a 20 % et 
fiitre sur filtre 0,22 ;an. UH2O2 restant est dose sur une aliquote du filtrat 
20 additionnee d'une goutte de MnCl2 a 1 %, par une solution de KMJ1O4 0,005M. 

Resultats (moyenne de 3 essais) : 

Apres 30 s, il ne reste dans le milieu que 34,17 /miol de substrat sur les 
265,37 fjmol initialement presentes. 

Des essais effectues parallelement avec la catalase pure dans les 
25 memes conditions indiquent que, pour observer une activite comparable a celle de 
5mg de micropaiticules, il faut utiliser 1ml d'une solution de catalase a 
5 mg/40 ml (substrat r&iduei apres 30 s, moyenne de 3 essais : 37,5 /anol). 

Ainsi, les 5 mg de microparticules lyophilisees, qui correspondent en 
fait a 4,762 mg de catalase mise en jeu dans la preparation, ont la meme activite 
30 que 0,125 mg de catalase pure n'ayant pas subi de lyophilisation. Cfcs resultats 
dfmontrent que le proced6 de preparation de microparticules selon l'invention per- 
met d'obtenir des microparticules presentant une activite enzymatique interessante. 

Exemple 9 selon l'invention 
35 Si on applique le protocole de fabrication de microparticules decrit a 

Texcmple 8 mais en utilisant au lieu d'une solution de soude dans i'ethanol a 95 % 
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une solution de soude dans Ic polyethyleneglycol 200 (PEG 200) a la meme con- 
centration, et, au lieu d'une solution d'acide acetique dans Tethanol a 95 %, une 
solution d'acide acetique dans le PEG 200 a la meme concentration, on obtient 
egalement des microparticules stables (30 //m). Si on determine l'activite 
5 catalasique d'un echantillon de 5 mg de ces microparticules lyophilisges dans les 
conditions decrites a l f exemple8, on constate qu'une seule goutte de KMn04 
0,005 M suffit a colorer le contenu de la fiole de dosage : tout TH202 a done ete 
decompose en 30 s. 

Ainsi, lorsque les solutions des agents aicalin et acide sont preparees 
10 avec un PEG au lieu d'ethanol, on limite la denaturation de Tenzyme, ce qui per- 
met de preserver une plus grande part de l'activite enzymatique. 

Exemple 10 selon I'invention 

Fabrication de microparticules a p^fr de gelatine et de PGA- 
15 Preparation de la phase aqueuse : on prepare, a la temperature de 40 # C, 

8 ml d'une solution aqueuse de gelatine type B, bloom 150, a la concentration de 
10 %, et de PGA a la concentration de 1 %, 

Emulsification : dans un recipient theimostate a 40'C, 6 ml de cette 
phase aqueuse sont emulsionnes dans 40 ml de myristate d'isopropyle contenant 
20 2 % de Span 85 et prechauffes a la temperature de 40 # C (vitesse tfagitation : 
2 000 tr/min). 

Ualcalinisation, la neutralisation et les lavages sont ensuite effectues 
comme decrit dans 1'exemple 1. Les microparticules apparaissent corame des 
spheres de diametre moyen 1 mm. Aprfcs iyophilisation, elles donnent une poudre 
25 blanche qui se r6hydrate facilement. 

Exemple 11 selon Tinvention 

Fabrication de microparticules a partir d f atelocollagene et chondroYtine 
sulfate et de PGA. 

30 Preparation de la phase aqueuse: une solution a 1,6% d'atelocol- 

lagdne et 0,6 % de chondroYtine sulfate dans un tampon phosphate pH 7,4 est addi- 
tionnee de PGA a la concentration de 0,7 %. Le protocole decrit a Texemple 1 est 
ensuite applique a cette solution aqueuse. 

On obtient des microparticules de diametre moyen 600 fim. 
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Kxemple 12 scion I'invention 

Fabrication dc microparticules a partir d'atelocollagene ct chondro'itine 
sulfate ct dc PGA avcc traitement ultericur au CaCb . 

Le protocolc decrit a l'exemple 11 est reproduit en ajoutant, 15 min 
5 apres l'ajout de la solution alcoolique acide, 40 ml d f 6thanol h 95 % contenant 2 % 
de Tween 20 et 2 % de CaCl2. L'agitation est poursuivie pendant 15 min, puis les 
microparticules sont separees par centrifugation et lavees comme decrit a 
l'exemple 1. 

On obtient des microparticules a contenu granuleux de diametre 
10 moyen300/um. 

Exemple 13 selon Tinvention 

Fabrication de microparticules a partir d'atelocollagene et chondro'itine 
sulfate et de PGA et contenant des bulles d'air. 
15 Preparation de la phase aqueuse : a une solution a 1,6 % d'atelocol- 

lagene et 0,6 % de chondroitine sulfate dans un tampon phosphate pH 7,4, on 
ajoute du PGA a la concentration de 0,7 % et on melange par agitation mecanique 
a faible vitesse (300 tr/min) pendant 6 min. 

* 

Incorporation d'air : de maniere a incorporer des bulles d'air a la phase 

20 aqueuse, la vitesse d'agitation est augmentee a 5 000 tr/min et maintenue a cette 
valeur pendant 3 min, ce qui produit une mousse. 

Emulsification : 24 ml de la mousse sont emulsionnes a 1'etat de phase 
dispersee dans 80 ml de myristate d'isopropyle contenant 2 % de Span 85, avec une 
vitesse d'agitation de 2 000 tr/min. 

25 Les operations d'alcalinisation et d'acidification sont ensuite effectuees 

comme decrit dans l'exemple 1, mais en utilisant 8 ml des solutions alcooliques 
alcaline et acide. Les lavages sont effectues comme decrit dans l'exemple 1. 

On obtient des microparticules de diametre moyen 600 fim, de couleur 
beige, translucides, contenant des bulles d ! air visibles (20 a 30 environ par micro- 

30 particule), et flottant a la surface de Teau. Apres lyophilisation, les microparticules 
une fois rehydratees apparaissent au microscope charg6es de bulles d'air. Elles 
flottent sur Teau pendant au moins 9 h. Apres 48 h, les microparticules ont sedi- 
mente. Les bulles d'air ne sont plus pr€sentes dans les microparticules, qui con- 
servent, a la place qu'elles occupaient, des cavites circulaires lisses visibles au 

35 microscope optique a contraste de phase interferentiel. 
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Exemole 14 scion Invention 

Fabrication de micropaiticules a partir dc lait entier ct de PGA et con- 
tenant un pigment insoluble en suspension. 

Preparation de la phase aqueuse : on dissout 60 mg de PGA dans 6 ml 
5 de lait liquide entier par agitation. On disperse dans cette solution 60 mg de 
colorant rouge insoluble, le RED DC 30, par agitation. 

Le protocole decrit a l'exemple 1 est ensuite reproduit en utilisant 
comme phase aqueuse 6 ml de la solution precedente. 

On obtient des micropaiticules de couleur rouge, de diametre moyen 
10 300 fan. Les micropaiticules sont intactes apres lyophilisation. 

Exemple IS selon l'invention 

Fabrication de micropaiticules a partir de lait ecreme en poudre et de 
PGA et contenant de 1'huile d'olive 6mulsionn6e dans la phase aqueuse. 
15 Preparation de la phase aqueuse : on dissout 4 g de lait en poudre 

ecreme dans 16 ml d'eau distillee par agitation de 3 min. 160 mg de PGA sont 
ensuite dissous dans cette solution par agitation de 6 min. 

Dans la solution obtenue utiiis6e comme phase dispersante, on emul- 
sionne 3 ml d'huile d'olive utilisee comme phase disperse, par agitation a 5 000 tr/ 
20 min. 

Le protocole d6crit a l'exemple 1 est ensuite reproduit en utilisant 
comme phase aqueuse 12 ml de l'emulsion precedente et en doublant tous les 
volumes des differents reactifs. Les micropaiticules sont lav6es au moyen d'eau 
distill6e additionnee de 2 % de Tween 20, puis avec de l'eau distillee. 
25 Apres lavage, on obtient des micropaiticules bien spheriques, de dia- 

metre moyen 400 //m. L'examen microscopique montre un contenu granuleux au 
sein duquel on distingue les gouttelettes d'huile sous forme de tres petites spheres 
refringentes. Les micropaiticules sont intactes apres lyophilisation. 

30 Exemple 16 selon Tinvention 

Fabrication de micropaiticules a partir de lait ecreme en poudre et de 
PGA et contenant de 1'huile es sentielle de menthe poivree emulsionnee dans la 
phase aqueuse. 

Preparation de la phase aqueuse : on dissout 1,6 g de lait en poudre 
35 ecr£m£ dans 8 ml d'eau distillee par agitation de 3 min. 80 mg de PGA sont ensuite 
dissous dans cette solution par agitation de 6 min. 
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Dans la solution obtenue utilisee commc phase dispeisante, on emul- 
sionne 1 ml d'huile essentielle de menthe poivree utilisee comme phase dispersee, 

par agitation a 5 000 tr/min. 

Le protocole decrit a I'exemple 1 est ensuite reproduit en utilisant 
5 comme phase aqueuse 6 ml de Temulsion pr6cedente. L'alcalinisation est realisee 
par addition de 2 ml d'une solution de potasse a 2,8 % dans Tethanol a 95 %, et 
1'acidification, par addition de 2 ml d'une solution a 28,1 % d'acide citrique hydrate 
a 1 mol H2O dans I'ethanol a 95 %. Les microparticules sont lavees comme dterit 
a I'exemple 15. 

10 On obtient des microparticules bien spheriques, de diametre moyen 

150 fim. L'examen microscopique montre un contenu granuleux au sein duquel on 
distingue les gouttelettes d f huile essentielle sous forme de tres petites spheres 
refringentes. 

15 Exemple 17 selon l'invention 

Fabrication de microparticules a partir d'un concentre de proteines du 
lactos£rum et de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 16 ml d'eau distill6e, on dissout 
160 mg de PGA, et 3,2 g de concentre de proteines du lactosenim (Prosobel S65E, 
20 Bel Industries). 

Le protocole decrit a 1'exemple 1 est ensuite reproduit en utilisant 
comme phase aqueuse 12 ml de la solution precedente et en doublant tous les 
volumes des differents reactifs. 

On obtient des microparticules spheriques a contenu granuleux, de 
25 diametre moyen 500 /an, qui sont intactes apres lyophilisation. 

Exemple 18 selon Tinvention 

Fabrication de microparticules a partir d ! hexam6thvlenediamine (HMD 
FluKa) et de PGA. 

30 Preparation de la phase aqueuse : on dissout 16 mg d'HMD dans 4 ml 

de tampon phosphate pH 5,9. On dissout separement 200 mg de PGA dans 5 ml de 
tampon phosphate pH 5,9. On melange par agitation de 1 min les 4 ml de la solu- 
tion d'HMD avec 4 ml de la solution de PGA. 

Le protocole ddcrit a I'exemple 1 est ensuite reproduit en utilisant 

35 comme phase aqueuse 6 ml de la solution precedente et en rempla?ant le myri- 
state d'isopropyle par du chlorure de methylene. 
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On obtient des micropaiticules transparentes, de diametre moyen 
400 fim, qui sont intactes apres lyophilisation. Elles resistent plus de 24 h a la 
trypsine comme a la pepsine. 

Exemplel9 selon Tinvcntion 

Fabrication de microparticules a partir d'ovalbumine ct de pectine. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau distillee, on dissout 
240 mg de pectine de pomme (FLUKA, esterification : 70 a 75 %), et 800 mg 
d'ovalbumine. 

Puis le protocole decrit dans l ! exemple 1 est applique, en utilisant 6 ml 
de la solution precedente, en remplagant le myristate d'isopropyle par de l'huile de 
paraffine fluide, et en doublant les volumes des solutions alcaline et acide. 

On obtient des microparticules de taille moyenne 200 /xm, a contenu 

granuleux. 

Exemple 20 selon 1'invention 

Fabrication de microparticules a partir de lait en poudre et de pectine. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau distillee, on dissout 
240 mg de pectine de pomme, et 800 mg de lait en poudre ecrcme GLORIA. 

Puis, le protocole ddcrit dans 1'exemple 1 est applique, en utilisant 6 ml 
de la solution precedente, en remplagant le myristate d'isopropyle par de Thuile de 
paraffine fluide et en doublant les volumes des solutions alcaline et acide. On 
obtient des microparticules spheriques de taille comprise entre 2 /jxn et 300 fan qui 
peuvent etre lyophilis6es. 

Exemple 21 selon Invention 

Fabrication de microparticules a partir d'alcool polwinvlique (PVA) et 

de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau distillee, on dissout 
a 40 # C 80 mg de PVA (MERCK, degr£ d'hydrolyse : 98 %, poids moleculaire 
72 000) et 320 mg de PGA. 

Puis, le protocole decrit dans l'exemple 1 est applique, en utilisant 6 ml 
de la solution pr6c£dente, et en remplagant le myristate d'isopropyle par de l'huile 
de paraffine fluide. 

On obtient des microparticules spheriques de taille moyenne 1,2 mm. 
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Exemple 22 selon l'invention 

Fabrication dc microparticules a partir d'hvdroxy&hylamidon CHEA) et 

de PGA, 

Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau distillee, on dissout 
1,472 g de Plasmasteril (Fresenius A.G.) conespondant a 1,28 g d'HEA, et 320 mg 
de PGA. 

Puis le protocole decrit dans I'exemple 1 est applique, en utilisant 6 ml 
de la solution pr£c6dente, et en remplasant le myristate d'isopropyle par de l'huile 
de paraffine fluide. 

On obtient des microparticules spheriques de taille moyenne 600 pm. 

Exemple 23 selon l'invention 

Fabrication de micropart icules a partir de carboxvmethvlcellulose et de 

ESA* 

Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau distillee, on dissout 
80 mg de CMC (CMC 7 LF, degre de substitution : 0,7, HERCULES) et 320 mg de 
PGA, par agitation magnetique de 15 min a 40 # C 

Puis le protocole decrit dans I'exemple 1 est applique, en utilisant 6 ml 
de la solution precedente. 

On obtient des microparticules granuleuses de taille moyenne 1,8 mm. 

Exemple 24 selon l'invention 

Fabricati on de microcapsules a phase interne aqueuse a partir 
d'hvdroxvp ropvlcellulose en solution dans un liquide hydrophobe et de PGA en 
solution aqueuse. 

Preparation de ia phase aqueuse : dans 4 ml d f eau distillee, on dissout 
80 mg de PGA. 

Preparation de la phase hydrophobe : dans 20 ml de chloroforme, on 
dissout 300 mg d'hydroxypropylcellulose (Klucel EF, AQUALON). 

Emulsification : 3 ml de la phase aqueuse sont emulsionnes a Tetat de 
phase dispersee dans 20 ml de la phase hydrophobe par agitation & 2 000 tr/min 
pendant 5 min. 

Puis Talcalinisation et Tacidification sont effectu6es commc decrit dans 
1'exemple 1, mais en utilisant 1 ml de solution alcoolique de soude et 1 ml de la 
solution alcoolique d'acide acetique. 

Les lavages sont effectues comme ddcrit dans Pexemple 1. 
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On obtient des microcapsules spheriques, de taille moyenne 70 /an. 
Apres lyophilisation, les microcapsules sont intactes et se r6hydratent rapidement 
en reprenant leur forme spherique. 

5 Exemple 25 selon Tinvention 

Fabrication de microcapsules a phase interne hydrophobe a partir 
d'hvdroxvpropvlcellulose en solution dans un liquide hydrophobe et de PGA en 
solution aqueuse. 

Prdparation de la phase aqueuse : dans 40 ml d ! eau distillee, on dissout 
10 800 mg de PGA. 

Preparation de la phase hydrophobe : a 6 ml de chloroforme, on ajoute 
2 ml d'une solution a 2 % de soude dans l ! 6thanol a 95 %. On dissout dans ce 
melange 160 mg d'hydroxypropylcellulose (Klucei EF, AQUALON). 

Emulsification : les 6 ml de la phase hydrophobe sont emulsionnes a 
15 Tetat de phase dispersee dans 40 ml de la phase aqueuse par agitation a 2 000 tr/ 
min. 

Apres 15 min, on ajoute 2 ml de solution alcoolique acide preparee 
comme decrit dans l'exemple 1. Apres un nouveau temps de 15 min, les micro- 
capsules sont centrifugees et lavees comme decrit a l'exemple 15. 
20 On obtient des microcapsules spheriques, de taille moyenne 10 ftm. 

Exemple 26 selon Pinvention 

Fabrication de microcapsules a phase interne aqueuse a partir d'hexa- 
methvlenediamine en solution dans un liquide hydrophobe et de PGA en solution 
25 aqueuse. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau distillee, on dissout 
160 mg de PGA. 

Preparation de la phase hydrophobe : dans 40 ml de cyclohexane, on 
dissout 80 mg d'hexamethylenediamine (FLUKA). 
30 Emulsification : 6 ml de la phase aqueuse sont emulsionnes a l'etat de 

phase dispersee dans 40 ml de la phase hydrophobe par agitation a 2 000 tr/min 
pendant 5 min. 

Puis l'alcalinisation est effectuee comme decrit dans l'exemple 1. Apres 
15 min, l'acidification est r£alisde par addition de 1 ml d'6thanol a 95 % renfermant 
35 28,3 % v/v ml d ! acide acetique. Les lavages sont effectu6s comme d6crit dans 
Texemple 1. 
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On obtient des microcapsules sphcriqucs, dc taille moyenne 5 fan. 

Exemple 27 scion 1'invention 

Fabrication de microcapsules a phase interne huileuse a partir d'hexa- 
5 methvlenediamine en solution dans un liquide hydrophobe et de PGA en solution 
aqueuse. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 40 ml d'eau distillee, on dissout 
800 mg de PGA. 

Preparation de la phase hydrophobe : dans 6 ml de cyclohexane addi- 
10 tionnes de 2 ml d'&hanol a 95 %, contenant 2 % de soude, on dissout 16 mg 
d'hexamethylenediamine. 

Emulsification : 6 ml de la phase organique sont emulsionnes a Tetat 
de phase dispersee dans 40 ml de la phase aqueuse par agitation a 2 000 tr/min. 

Apres 15 min, Tacidification et les lavages ulterieurs sont effectues 
15 comme decrit dans l'exemple 25. 

On obtient des microcapsules, de taille moyenne 50 /an. 

Exemple 28 selon Tinvention 

Fabrication de microcapsules contenant du mvristate d'isopropvle a 
20 partir de lait entier et de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 40 ml de lait entier, on dissout 
400 mg de PGA. 

Preparation de la phase hydrophobe : a 3 ml de myristate d'isopropyle, 
on ajoute 3 ml de la solution alcoolique de soude preparee comme decrit dans 
25 1'exemple 1, et on melange par agitation magnetique pendant 2 min. 

Emulsification : les 6 ml de la phase hydrophobe sont emulsionnes a 
l'6tat de phase disperse dans les 40 ml de la phase aqueuse par agitation a 2 000 tr/ 
min. 

Apres 15 min, on procede a la neutralisation par ajout de 3 ml de 
30 solution alcoolique acide preparee comme decrit a Texemple 1. 

Apres 15 min, le milieu react ionnel est dilue par addition de 40 ml 
d'eau distillee et agitation pendant 1 min. Ensuite les microcapsules sont lavees 
plusieurs fois a Teau distillee. 

On obtient des microcapsules spheriques, de taille moyenne 5 Jim. 
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Exemple 29 selon Tinvcntion 

Fabrication de microcapsules contenant du mvristate d'isopropvle a 
paitir d'ovalbumine ct de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse : dans 40 ml d'eau distillee, on dissout 
5 4 g d'ovalbumine et 400 mg de PGA. 

Preparation de la phase hydrophobe : a 8 ml de myristate d'isopropyle, 
on ajoute 4 ml de la solution alcoolique de soude preparee corarae decrit dans 
l'exemple 1, et on melange par agitation magnetique pendant 2 min. 

Emulsification : les 12 ml de la phase hydrophobe sont emulsionnes a 
10 I'etat de phase dispersee dans les 40 ml de la phase aqueuse par agitation a 2 000 tr/ 
min. 

Apres IS min, on precede a la neutralisation par ajout de 4 ml d'une 
solution acide pr6par6e commc d£crit a l'exemple 1. Apres 15 min, on procede aux 
lavages comme decrit dans l'exemple IS. 
15 On obtient des microcapsules sph6riques de taille moyenne 15 jzm. 

Lorsqu'on 6crase les microcapsules en exergant une pression sur la lamelle 
d'observation microscopique, on voit au microscope la gouttelette huileuse sortir 
de la membrane. 

20 Exemple 30 selon 1'invention 

Fabrication de microcapsules a partir de jaune d'oeuf et de PGA 

La preparation de la phase aqueuse est realisee en dissolvant 80 mg de 
PAG dans 8 ml de jaune d'oeuf par agitation. 

Le protocole decrit a l'exemple 1 est ensuite reproduit en utilisant 
25 comme phase aqueuse 6 ml de la solution precedente. 

On obtient des microcapsules de couleur beige, de taille moyenne 
300/on apres avoir ete congelees et lyophilisees. Apres lyophilisation, la 
r£hydratation de la poudre obtenue de microcapsules montre que les microcapsules 
sont intactes et reprennent leur forme sph^rique. 

30 

Exemple 31 selon 1'invention 

Fabrication de microcapsules a phase interne aqueuse a partir de pro- 
t6ine greffee d'une lonpue chaine carbon ee. par exemple le Lamepon S® en 
solution dans un liquide hydrophobe et de PGA en solution aqueuse 
35 La preparation de la phase aqueuse est rlalisee en dissolvant 160 mg 

de PGA dans 8 ml d'eau distillee. 
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La preparation de la phase hydrophobe est realisee en dissolvant 3 g 
d'une proteine greffee d'une longue chaine carbonee, ou polyamide disponible dans 
le commerce, par exemple celle connue sous le nom commercial Lamepon S®, 
produit disponible aupres de la societe LASERSON et SABETAY bien connu a 
5 1'homme de l'art, dans 30 ml de chloroforme. 

On realise l'emulsification en £mulsionnant 6 ml de la phase aqueuse a 
l'etat de phase dispersee dans 30 ml de phase hydrophobe par agitation a 
2 000 tr/min pendant 5 min. 

On procede ensuite a 1'alcalinisation, a l'acidification et au lavage 
10 comme decrit dans l'exemple 1. 

On obtient des microcapsules spheriques de taille moyenne 30 /on. 

Exemple 32 selon Tinvention 

Fabrication de microcapsules a partir de chitosan et de PGA 
15 Pour la preparation de la phase aqueuse, on dissout 400 mg de 

chitosan, par exemple le produit commercialement disponible sous la reference 
commerciale Seacur 143 de la societe PROTAN, dans 10 ml d'acide acetique 1M, 
puis on ajuste le pH a 5,6 avec de la soude et on dissout ensuite dans cette solution 
100 mg de PGA. 

20 Le protocole decrit a Texemple 1 est ensuite reproduit en utilisant la 

solution precedente comme phase aqueuse. 

On obtient un volumineux sediment forme de microcapsules a 
membrane nette, de diametre compris entre 50 et 500 ^m. 

25 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une reaction de tiansacylation entre un polysaccharide 
poiteur de groupements caiboxyliques est&ifies et une substance polyaminee, telle 
qu'une proteine ou une substance polyhydroxylee, telle qu ! un polysaccharide 
poiteur de groupements amine, tel que le chitosan ou une proteine pour la 
fabrication de microparticules, en particulier de microcapsules. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caractfrisee en ce que les 
microparticules, en particulier les microcapsules, contiennent un principe actif 
cosm&ique, pharmaceutique, alimentaire ou activite biologique telle qu'une pro- 
teine, en particulier une enzyme ou rhemoglobine. 

3. Microparticules, en particulier microcapsules, caracterisees en ce 
qu'elles pr£sentent une paroi constitute du produit de reaction entre un-polysac- 
charide porteur de groupements carboxyliques esterifies et une substance poly- 
aminee, telle qu'un polysaccharide porteur de groupements amine, tel que le 
chitosan, ou une proteine, ou une substance polyhydroxylee, telle qu'un poly- 
saccharide, en particulier ayant un diametre compris entre environ 0,1 /an et 
environ 5 000 /on. 

4. Microparticules selon la revendication 3, caracterisees en ce que 
dans le cas d ! une paroi formee par le produit de reaction d'un polysaccharide 
esterifie et d'une polyamine, telle qu'un polysaccharide porteur de groupements 
amine tel que chitosan, ou une proteine, le rapport en polysaccharide 
esterifie/polyamine est compris entre 0,4 et 60 % en poids. 

5. Microparticules selon la revendication 3, caracterisees en ce que 
dans le cas d'une paroi constitute du produit de reaction d'un polysaccharide 
esterifie et d'une substance polyhydroxylee, telle qu'un polysaccharide, le rapport 
polysaccharide est&ifie/substance polyhydroxylee est compris entre 5 et 300 % en 
poids. 

6. Microparticules selon une des revendications 3 a 5, caracterisees en 
ce que le polysaccharide esterifie precite comprend au moins 50 % de ses groupes 
carboxyliques esterifi6s. 

7. Microparticules selon une des revendications 3 a 6, caracterisees en 
ce que le polysaccharide esterifie precite est choisi parmi l'alginate de propylene- 
glycol et les pectines. 
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8. Microparticules selon une des revendications 2 a 7, caracterisees en 
ce qu'elles contienncnt un principe actif cosmetique, pharmaceutique, alimentaire 
ou unc substance douee d ! une activite biologique telle qu'une prot&ne, par 
exemple une enzyme ou l'hemoglobine. 

9. Procede de fabrication de microparticules, en particulier de micro- 
capsules, caracterise en ce qu'il comprend les etapes successives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse sensiblement neutre contenant un 
polysaccharide porteur de groupements carboxyliques esterifies, une substance 
polyaminee, telle qu'un polysaccharide porteur de groupements amine, tel que le 
chitosan, ou une prot6ine, ou une substance polyhydroxylee, telle qu'un 
polysaccharide ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel le polysaccharide 
esterifie et la substance polyamin6e ou polyhydroxylee sont essentiellement 
insolubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la solution aqueuse pour for- 
mer une emulsion ; 

d) on ajoute soit au liquide hydrophobe soit a Temulsion une solution 
d'une substance alcaline dans im liquide organique miscible a la phase aqueuse ; 

e) apres une periode de temps predeterminee pour r£aliser une reac- 
tion de transest&ification, en formant ainsi des microparticules, en particulier des 
microcapsules, on neutralise l'emulsion de preference en ajoutant h l'emulsion une 
solution d'une substance acide dans un milieu organique miscible a la phase 
aqueuse, de maniere a neutraliser et stabiliser les microparticules, en particulier les 
microcapsules form£es. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que dans le cas 
ou la solution aqueuse forme une phase dispersee dans le liquide hydrophobe for- 
mant la phase continue, la solution de substance alcaline dans un liquide organique 
miscible a la phase aqueuse est ajoutee a Temulsion. 

11. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que dans le cas 
ou la phase hydrophobe forme une phase dispersee dans la solution aqueuse neutre 
formant la phase continue, la solution de substance alcaline dans un liquide 
organique miscible a la phase aqueuse est ajoutee au liquide hydrophobe. 

12. Procede de preparation de microparticules, en particulier de micro- 
capsules, caract£ris£ par les etapes successives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse neutre d'un polysaccharide porteur 
de groupements carboxyliques esterifies ; 
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b) on prepare une solution hydrophobe d'une substance polyaminee 
telle que par exemple un polysaccharide porteur de groupement amine, tel que le 
chitosan ou une proteine, en particulier une proteine partiellement hydiolysSe ou 
non, qui peut etre greffee de longues chaines hydrocarbonees, de preference en 
C4O-C30,, ou une alkylenediamine, ou d ! une substance polyhydroxylee telle que 
par exemple un polysaccharide, rhydroxypropylcellulose, dans un liquide 
hydrophobe dans lequel le polysaccharide esterifie est essentiellement insoluble et 
on ajoute a cette solution une solution d'un agent alcalin dans un liquide organique 
miscibie a la phase aqueuse ; 

c) on forme une emulsion de ce melange utilise comme phase dis- 
perse dans la solution aqueuse neutre du polysaccharide esterifi6 formant la phase 
continue, et on laisse se ddvelopper la reaction de transacylation a la surface des 
gouttelettes dispersees par diffusion des ions alcalins jusqu'a 1'interface ; 

d) apres reaction pendant une p6riode de temps pr6determinee, on 
ajoute au milieu reactionnel une solution d'une substance acide dans un liquide 
organique miscibie a la phase aqueuse ou dans l'eau, de maniere a neutraliser et 
ainsi stabiliser les microparticules, en particulier les microcapsules formees. 

13. Procdde de fabrication de microparticules, en particulier de micro- 
capsules, caractlrise par les etapes successives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse neutre d'un polysaccharide porteur 
de groupements carboxyliques esterifi£s ; 

b) on prepare une solution d'une substance polyaminee ou d'une 
substance polyhydroxylee dans un liquide hydrophobe, dans lequel le polysac- 
charide esterifie est essentiellement insoluble ; 

c) on forme une emulsion de la solution aqueuse utilisee comme phase 
disperse dans le liquide hydrophobe formant la phase continue ; 

d) on ajoute a 1'emulsion une solution d'une substance alcaline dans un 
liquide organique miscibie a la phase aqueuse, de maniere a declencher la reaction 
interfaciale de transacylation et former ainsi des microparticules, en particulier des 
microcapsules ; 

e) apres reaction pendant une periode de temps predeterminee, on 
ajoute a Temulsion une solution d'une substance acide dans un liquide organique 
miscibie a la phase aqueuse de maniere a neutraliser et ainsi stabiliser les micro- 
particules, en particulier les microcapsules. 

14. Procede selon une des revendications 9 a 13, caract€ris£ en ce que 
les microparticules, en particulier les microcapsules une fois separees du milieu 
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reactionnel sont placees dans une solution calciquc aqueusc ou alcoolique de 
maniere a declencher une reaction entre les groupes fonctionnels du polysac- 
charide esterifie et les ions calcium. 

15. Precede selon une des revendications 9 a 14, caract£ris6 en ce que 
la substance polyaminee precitee est choisie panni un polysaccharide porteur de 
grouperaent amine, tel que le chitosan, une proteine partiellement hydrolysee ou 
non, qu peut etre greffee de longues chaines hydrocarbonees, de preference en 
ClO~Q30, unc proline contenant des groupements amine libres, de preference 
choisie parmi les groupes consistant de lait, de melanges d'atelocollagene et de 
glycosaminoglycannes, d ! albumine comme la s6romalbumine, l'ovalbumine, 
I'alpha-lactalbumine, des globulines, le fibrinogene, la caseine, des glutelines, qui 
de preference auront 6t6 degrades, des scleroprot6ines solubilisSes, le collagfcne, 
l'ateiocollagene, la gelatine, l'hemoglobine, des enzymes telles que la catalase, le 
lait entier ou 6cr6m6 totalement ou partiellement, le lait en poudre, le lait 
condense, les proteines du lactoserum, 1'oeuf entier, le jaune d'oeuf ; ou une 
diamine en particulier une alkylenediamine de preference en C2-Cg telle que 
l'ethylenediamine, la trimethylenediamine, la tetramethylenediamine, la 
pentamethylenediamine, l ! hexam6thylenediamine, une diamine a noyau 
aromatique tel que m-phenylenediamine, p-ph€nylenediamine, une amine 
acyclique contenant un atome d'azote dans le cycle telle que la piperazine, une 
alkylenepolyamine telle que la tetra&hylenepentamine. 

16. Procede selon une des revendications 9 a 15, caract6ris6 en ce que 
le polysaccharide est6rifie precite est un polysaccharide hydrophile porteur de 
groupements carboxyliques dont au moins 50 % sont esterifies. 

17. Procede selon une des revendications 9 a 16, caract6ris6 en ce que 
le polysaccharide esterifie pr6cite est choisi parmi Talginate de propylfeneglycol et 
les pectines. 

18. Procede selon une des revendications 9 a 17, caract6rise en ce que 
la substance polyhydroxylee precitee est choisie parmi un polysaccharide ou derive 
de polysaccharide tel que Tamidon ou 1'amidon partiellement hydrolysd, 
rhydroxyethylamidon, le carboxymethylamidon, Talginate de sodium, la gomme 
guar, la gomme arabique, la gomme adragante, les derives de cellulose tels que 
rhydroxypropylcellulose, la carboxymethylcellulose, Tethylcellulose, Thydroxy- 
propylmethylcellulose, rhydroxy6thylcellulose, ou un polyalcool tel que Talcool 
polyvinylique, un alkyleneglycol en particulier en C2~C& tel que Tethyleneglycol, 
le 1,4-butanediol, Thexamethyleneglycol, le glycerol. 
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19. Procede selon unc des revendications 9 a 18, caracterise cn ce que 
le liquide hydrophobe precite est choisi parmi le myristate d'isopropyle, I'huile de 
paraffine, le cyclohexane, le chloroforme et le dichloromethane, des glycerines 
naturelles ou synthetiques, pures ou en melanges, des huiles v6getales telles 

5 qu f huile d ! arachide, huile d'olive, huile de colza, des esters d'acides gras et de 
divers alcools tels qu'oieate de m6thyle ou d'ethyle, utilisables seuls ou en 
melanges. 

20. Procede selon une des revendications 9 a 19, caracterise en ce que 
Temulsion precitee est rdalisee en presence d ! un tensioactif, en particulier un ester 

10 de sorbitanne ou une lecithine, ou un polysorbate. 

21. Procede selon une des revendications 9 a 20, caracterise en ce que 
le liquide organique aicalin miscible a la phase aqueuse est une solution de soude 
ou de potasse dans un alcool tel que le methanol ou Tethanol utilise pur ou renfer- 
mant 5 a 10 % d ! eau, ou encore un polyol tel que le glycerol ou un poly&hylene- 

15 glycol, de preference la solution contient entre 0,5 et 2 % en p/v de soude dans 
Pethanol a 95 %. 

22. Procede selon une des revendications 9 a 21, caracterise en ce que 
le liquide organique acide miscible a la phase aqueuse est une solution d ! un acide 
organique monocarboxylique ou polycarboxylique porteur ou non de fonction 

20 alcool comme 1'acide acetique, 1'acide citrique, 1'acide lactique, 1'acide tartrique, 
1'acide succinique, 1'acide malique, ou d'un acide mineral comme 1'acide chlor- 
hydrique, dans un alcool tel que le methanol ou Tethanol, pur ou renfeimant 5 & 
10 % d'eau, ou encore dans un polyol tel que le glycerol ou un poly6thyteneglycol, 
de preference la solution acide est constituee d'ethanol a 95 % contenant entre 1 et 

25 10 % (v/v) decide acetique, de preference entre 7 et 8 %. 

23. Procede selon une des revendications 9 a 22, caracterise en ce que 
les microparticuies, en particulier les microcapsules contiennent une mousse, par 
exemple f ormee de bulles de gaz tel que Tair. 

24. Proc6d6 selon Tune des revendications 9 a 23, caracterise en ce que 
30 les microparticuies, en particulier microcapsules, contiennent une phase aqueuse 

ou une phase hydrophobe. 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que la phase 
aqueuse ou la phase hydrophe contenue dans les microparticuies, en particulier les 
microcapsules, contient un ou plusieurs principes actifc a retat de solution, de 

35 suspension ou d'emulsion, en particulier une ou plusieurs substances tfinteret 
cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire. 
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26. Composition telle que composition cosm&ique, pharmaceutique ou 
alimentaire, ou enzymatique, caracterisee en ce qu'elle comprend des microparti- 
cules, en particulier des microcapsules, presentant une paroi constitute du produit 
de reaction d'une substance polyaminee ou polyhydroxylee avec un polysaccharide 

5 porteur de groupements carboxyliques esterifies, en particulier telles que denies a 
Tune quelconque des revendications 3 a 8, ou telles qu'obtenues par le precede 
selon Tune quelconque des revendications 9 a 25. 

27. Composition selon la revendication 26, caracterisee en ce que les 
microparticules, en particulier les microcapsules contiennent une phase aqueuse ou 

10 une phase hydrophobe. 

28. Composition selon la revendication 27, caracterisee en ce que la 
phase aqueuse ou la phase hydrophobe contenue dans les microparticules, en 
particulier les microcapsules, contient un ou plusieurs principes actifs a P6tat de 
solution, de suspension ou d'emulsion, en particulier une ou plusieurs substances 

15 d'interet cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire. 
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